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( 57 ) Abrege : Derives de polysaccharides reticules sur un support ou a 1'eUal pur. insolubles dans les solvants organiqucs dc grand 
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^ cnanliosclectivite dans lc dcdoublcmenl dc composes raccmiqucs par chromatographic liquide. 
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Derives de polysaccharides reticules sur un support et leur mode d'obtention. 

La prSsente invention concerne des derives de polysaccharides reticules sur un 
support ou & Tetat pur, leur preparation et leur utilisation pour la separation de produits 
5 actifs a la lumtere polarisee et notaminent le dedoublement de composes racemiques. Les 
derives de polysaccharides de Invention sont insolubles dans des solvants organiques de 
grand pouvoir dissolvant tels que le chloroforme a ebullition, le toluene, 1'acetate d'ethyle 
ou P acetone. Ce resultat est obtenu d'une maniere extrdmement simple par reticulation d'un 
banal derive de polysaccharide prepare par les methodes decrites dans la litterature 
10 chimique sans contrainte particuliere. 

Dans le domaine des medicaments et des produits a usage agricole, Tactivite d'un 
compose chiral peut etre tres differente selon les stereoisomeres. Par exemple, il est connu 
que T utilisation d'un medicament sous sa forme racemique peut avoir des consequences 
dramatiques. D'oti la necessity de separer les enantiomeres des composes racemiques. 
15 Si le dedoublement des composes racemiques se fait souvent par cristallisation de 

diastereoisomdres, les techniques chromatographiques sur support chiral cormaissent depuis 
une vingtaine d'annees un grand essor justifie par leur grande efficacite et la possibility de 
separer directement les enantiomeres sans traitement prealable. 

S'il existe actuellement un grand choLx de supports chiraux pour dedoubler par 
20 chromatographic un compose racemique & Fechelle analytique, il n'en est pas de meme & 
Techelle preparative. Dans ce dernier cas, ce sont essentiellement des supports dont le 
seiecteur chiral est un derive de polysaccharide qui sont utilises. 

La cellulose en 1948 (C. E. Dent, Biochem. J. 43 (1948) 109) puis d'autres 
polysaccharides natifs ont ete utilises pour le dedoublement de composes racemiques. Leur 
25 enantioseiectivite est cependant mediocre et en 1973 G. Hesse et R. Hagel 
(Chromatographia 6 (1973) 277) ont montre qu'un derive de polysaccharide, en 
l'occurrence le triacetate de cellulose, conduisait a un support chiral plus enantioseiectif 
que le polysaccharide non derivatise. 

Les derives de polysaccharides purs presentent quelques inconvenients lorsqu'ils 
30 sont utilises comme support chiral dans une coionne chromatographique. II s'agit 
principalement de leurs mauvaises proprietes mecaniques et leur gonflement par les 
solvants. Ces inconvenients sont devenus redhibitoires avec la generalisation de la 
chromatographic liquide haute performance qui requiert Pemploi de colonnes sous 
pression. 
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En 1984 Y. Okamoto et al. (EP 0 281 951 Al ; J. Am. Chem. Soc. 106 (1984) 5357) 
ont decrit des phases stationnaires chirales constituees de derives de cellulose et d'amylose 
et notamment des triphenylcarbamates deposes sur de la silice macroporeuse. Ces phases 
stationnaires ont ete commercialisees avec un grand succes. Elles presentent cependant un 
5 inconvenient majeur : la solubilite du derive de polysaccharide dans de nombreux solvants 
habituels en chromatographic ce qui oblige a n'utiliser comme eluants que des solvants 
compatibles avec la stabilite des phases stationnaires : des hydrocarbures tels que l'hexane 
et des alcools a petit nombre d'atomes de carbone. Or, dans le domaine des medicaments 
qui est le champ d'application le plus vaste de la chromatographic chirale, de nombreux 

10 composes racemiques a dedoubler sont tres peu solubles dans les solvants compatibles avec 
la stabilite des phases stationnaires dans lesquelles le derive de polysaccharide est 
simplement depose sur un support. Cela oblige a injecter dans la colonne 
chromatographique des solutions tres diluees du compose racemique a dedoubler et done a 
utiliser de grandes quantites de solvant. Toutes ces contraintes font que les phases 

15 stationnaires selon rinvention EP 0 281 951 Al sont maintenant concurrencies par de 
nouveaux supports chromatographiques fixes au support et de grande stabilite face a des 
solvants organiques de grand pouvoir dissolvant. 

Curieusement, alors que la reticulation et l'insolubilisation de la cellulose 
substitute par des groupements particuliers etait connue depuis des decennies (USP 1 973 

20 493 (1934), USP 2 396 165 (1946)), ce n'est qu'a partir de 1987 que Ton voit paraitre des 
articles qui decrivent 1'obtention de phases stationnaires pour la chromatographic 
constituees de derives de polysaccharides fixes sur un support que ce soit par liaison 
chimique ou par reticulation. 

Y. Okamoto et al. (EP 0 155 637 A2 (1985), J. Liq. Chromatogr. 10 (1987) 1613) 

25 deposent d'abord sur une y -aminopropylsilice de la cellulose tritylee. Suit 1'hydrolyse des 
groupes trityle ce qui a pour objet de regenerer la cellulose a la surface de la silice. Cela 
fait, la cellulose est ensuite fixee au support a l'aide d'un diisocyanate qui reagit avec les 
fonctions alcool de la cellulose et la fonction amine de la silice modifiee. Le polysaccharide 
ainsi fixe au support est enfin traite par un phenylisocyanate qui vient reagir avec ses 

30 groupes -OH. Cette methode est longue et ne permet pas un controle ais6 des diverses 
etapes et reactions mises en oeuvre. 

En 1994 K. Kimata et al. (USP 5 302 633) fixent sur de la silice un derive de 
polysaccharide par reticulation d'une part et par liaison chimique d'autre part. Le derive de 
polysaccharide est le tris(4-vinylbenzoyl)cellulose dont la double liaison carbone-carbone 
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permet soit la reticulation du derive de polysaccharide sur le support, soit la 
copolymerisation avec de la siiice si celle-ci porte elle-mSme une double liaison activee. 
Cette methode de fixation d'un derive de polysaccharide sur un support pr^sente deux 
inconv^nients. D'abord, le groupe que Ton souhaite fixer sur le polysaccharide peut 6tre 
5 d'acces difficile par ie fait de la presence obligatoire d'une double liaison activee dans sa 
molecule. Ensuite, le grand nombre de doubles liaisons activ^es portees par le derive de 
polysaccharide fait que les points de reticulation ou de fixation au support seront nombreux 
ce qui affecte la structure secondaire du derive polysaccharidique. Or, il est connu que cela 
nuit aux performances de la phase stationnaire. 

10 En 1994 L. Oliveros et al. (EP 0 738 284 Bl (1995), J. Liq. Chromatogr. 18 (1995) 

1521) decrivent la preparation de phases stationnaires dont le seiecteur chiral est un derive 
polysaccharidique qui presente Poriginalite d'etre substitue par deux groupes differents : 
Tun selectionne pour les qualites enantioselectives qu'il confere au polysaccharide qui le 
porte, V autre, en petite proportion et qui renferme une double liaison carbone-carbone 

15 aliphatique non activee, est destine a la fixation du derive de polysaccharide sur le support. 
Cette fixation peut se faire par copolymerisation entre ledit derive et le support si celui-ci 
est fonctionnalise comme par exemple Tallylsilice ou encore par reticulation de ce meme 
derive sur des supports inertes tels que la siiice vierge, Talumine, le graphite, etc. 
L' importance de la reticulation peut ici etre controlee par le nombre de groupes destines a 

20 la fixation que Ton introduit dans la chaine du polysaccharide. L'avantage des modes de 
fixation du derive de polysaccharide decrits ici, reticulation & la surface du support et 
liaison chimique au support, est leur grande facilite de mise en oeuvre comparativement 
aux publications anterieures. 

En 1994 T. Murakami et al. (EP 0 656 333 Al) decrivent un mode de reticulation 

25 regioselective d'un derive de polysaccharide & la surface d'une siiice inactivee. Cette 
publication revendique de maniere generate les phases stationnaires dont le selecteur chiral 
est un derive de polysaccharide reticule sur un support. Cependant, aucune indication n'est 
donnee quant aux preparations, caracteristiques et proprietes de telles phases stationnaires 
chirales excepte dans un cas particulier dont Toriginalite est que la reticulation du derive de 

30 polysaccharide se fait de maniere regioselective par la fonction alcool primaire en position 
6 des unites glucose dudit derive. Des trois exemples donnes, deux concernent la 
reticulation regioselective par la position 6 des unites glucose de la cellulose, Tun est 
original et Pautre selon Tune des premieres publications sur le sujet citee plus haut (EP 0 
155 637 A2). Le troisieme est un simple depot de tris(3,5-dimethylphenylcarbamate) de 
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cellulose sur un support comme dans la publication egalement citee plus haut (EP 0 281 
951 Al), le support etant ici l'aminopropylsilice. Les phases stationnaires chirales decrites 
ici presentent l'inconvenient de necessiter un grand nombre d'etapes pour leur preparation 
et en particulier une deuxieme reaction de derivatisation des fonctions alcool encore libres 
5 sur le d6rive de polysaccharide apres sa reticulation. Enfin, les resultats 
chromatographiques presentes montrent que I'enantioselectivite de telles phases 
stationnaires peut diminuer sensiblement et mSme s'annuler quand elles sont lavees avec 
des solvants organiques a grand pouvoir dissolvant ce qui indique une certaine instability 
En 1996 N. Enamoto et al. (Anal. Chem. 68 (1996) 2798) fixent sur de la silice et 

10 par deux methodes differentes de l'amylose obtenue par polymerisation enzymatique d'un 
nombre determine d' unites d'oc-D-glucose-1 -phosphate. Cette amylose, fixee au support, 
est traitee par le 3,5-dimethylphenylisocyanate ce qui conduit au support 
chromatographique recherche. Les bonnes perfonnances de ces phases stationnaires 
peuvent s'expliquer par la grande liberte conformationnelle de la chaine du derive 

15 d'amylose qui n'est fixe au support que par une de ses extremites. Une difficulte majeure 
de cette methode est la polymerisation enzymatique des unites glucose et qui plus est ne 
peut conduire qu'a l'amylose. 

En 1996 et 1997, E. Francotte et al. decrivent trois methodes pour fixer des derives 
de polysaccharides sur des supports. Dans la premiere (WO 96/27615) le derive de 

20 polysaccharide portant un groupe photopolymerisable est depose sur de la silice puis irradie 
avec une lampe a vapeur de mercure pendant environ 16 heures ce qui provoque sa 
reticulation. Dans la seconde (WO 97/04011) le derive de polysaccharide ne porte plus de 
groupe photopolymerisable. Comme prec&iemment, le derive de polysaccharide est depose 
sur le support et reticule par irradiation ultraviolette pendant environ 20 heures. Dans la 

25 troisieme (WO 97/49733) le derive de polysaccharide et un initiateur de radicaux libres 
(ra,a'-azobisisobutyronitrile ou AIBN) sont deposes sur le support puis chauff^s a sec a 
120°C pendant plusieurs heures. II n'est pas dit, dans ces deux dernieres publications, 
comment le derive de polysaccharide se fixe au support. Probablement que cela resulte de 
reactions de reticulation entre les chaines du derive de polysaccharide par I'mtermediaire de 

30 radicaux libres formes par action du rayonnement ultraviolet, de la chaleur et de rinitiateur 
de radicaux libres utilise en tres grande quantite puisque sa proportion par rapport au derive 
de polysaccharide est en general dans le rapport 1/1. 

Dans ces trois methodes de reticulation de E. Francotte, on note, outre des temps de 
reaction tres longs, que les quantity de solvant utilisees par rapport a la quantite de phase 
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stationnaire traitee sont tres iraportantes. En outre, chacune d'elles necessite une 
contraignante extraction au soxhlet de plusieurs heures afin d'eliminer le derive de 
polysaccharide non fixe au support. Enfin, 1'utilisation de ra,a'-azobisisobutyronitrile^ en 
de si grandes proportions a Techelle industrielle et avec d'importantes variations de 
5 temperature, n'est pas sans risques si on considere Tinstabilite de cet initiateur de radicaux 
libres. 

En 1998 R. Duval et al (EP 0 864 586 A2) decrivent la preparation de silices 
greffees de derives polysaccharidiques mais les exemples donnes ne different de ceux des 
publications de L. Oliveros et al. dont une est citee plus haut, que par la presence d'un pont 
10 oxygene dans la chaine du substituant destine a la fixation desdits derives. 

L'importance de phases stationnaires chirales pour le d^doublement de composes 
racemiques a Techelle preparative est toujours grande. De nouvelles m&hodes ou 
techniques chromatographiques comme par exemple celle dite k lit mobile simule (ou SMB 
de simulating mobil bed) sont aptes a produire d'importantes quantites d'enantiomeres 

15 optiquement purs k partir d'un compose racemique. Pour ce faire, il est souhaitable que les 
phases stationnaires chirales utilisees presentent une grande capacite, soient 
particulterernent stables et supportent toutes sortes de solvants afin de travailler aux 
conditions optimales sans contraintes autres que celles propres a la separation elle-meme. 
Or, la capacity et Tenantioselectivite des phases stationnaires dont le selecteur chiral est un 

20 derive de polysaccharide sont grandes. II s'ensuit que la recherche de phases stationnaires 
de ce type, stables et d'obtention aisee, est toujours d'actualite. 

Une longue experience sur le sujet a permis a l'auteur de cette invention de rdaliser 
Tinsolubilisation d'un derive de polysaccharide sur un support ou a Tetat pur et ainsi 
obtenir des phases stationnaires chirales pour la chromatographic avec une extreme facility 

25 et stables face aux solvants organiques de grand pouvoir dissolvant. 

Cette invention met k profit les fonctions alcool libres residuelies toujours pr6sentes 
dans tout derive de polysaccharide, qu'il soit du commerce ou prepare sans contrainte 
particultere par les methodes classiques decrites dans la litterature chimique. Ces fonctions 
alcool libres residuelies se sont averees suffisantes et surtout accessibles a divers reactifs 

30 bifonctionnels qui provoquent la reticulation et Tinsolubilisation du derive de 
polysaccharide. 

Un d6riv<S de polysaccharide selon la presente invention, insoluble dans des solvants 
organiques de grand pouvoir dissolvant tels le chloroforme k ebullition, le toluene, Tacetate 
d'6thyle ou Tacetone, est le produit resultant de Taction d'un reactif bifonctionnel sur les 
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15 



20 



25 



fonctions alcool libres residuelles portees par un derive de polysaccharide de depart qui, lui, 
est soluble dans ces memes solvants. 

Un derive de polysaccharide reticule sur un support ou a l'etat pur selon r invention 
pr6sente, outre sa facilite de preparation, d'autres avantages comme par exemple : 



Le reactif de reticulation porte ou est capable de donner naissance a au moins deux 
fonctions susceptibles de reagir avec les fonctions libres residuelles du derive de 
polysaccharide que Ton souhaite reticuler. II peut etre represente par les formules generates 
la ou lb : 



Dans lesquelles : 

a) Les symboles X et Y, identiques ou differents, representent chacun une fonction 
capable de reagir avec des groupes OH libres d'un derive de polysaccharide. De 
preference X et Y representent les groupes fonctionnels suivants : -N=C=0 ou - 
S0 2 C1 ou -COC1 ou -C0 2 H ou epoxyde. 

b) Le symbole A est un groupe alkyle ou un groupe aiyle ou un groupe arylalkyle ou 
un groupe alkylaryle pouvant porter des substituants identiques ou differents choisis 
panni les atomes d'halogene, les groupes alkyle, les groupes alkoxy, les groupes 
acyl, les groupes ester. 

Les derives de polysaccharides destines a etre reticules selon T invention ont un 
degre de polymerisation compris entre 5 et 2000 et de preference de 10 a 500. 

G6neralement, les derives de polysaccharides selon 1' invention sont des derives de 
la cellulose, de Pamylose, du chitosan et de l'amylopectine. 

Les derives de polysaccharides destines a etre reticules selon Pinvention peuvent 
etre des produits du commerce ou prepares, sans contraintes particulteres, par les m6thodes 
classiques decrites dans la litterature chimique, Leurs unites glucose portent des 
groupements ester -O-CO-R ou carbamate -O-CO-NH-R ou ester et carbamate. 

Le symbole R des groupements ester et carbamate portes par les derives de 
polysaccharide selon V invention represente un groupe alkyle ou aryle ou arylalkyle ou 
alkylaryle dans lesquels les chaines alkyle, de preference de 1 a 6 atomes de carbone, 
peuvent etre linSaires ou ramifiees et les noyaux benzeniques substitu6s ou non par un ou 



La reticulation du ddrive de polysaccharide est dissociee de sa preparation. 
Le deriv6 de polysaccharide de depart peut etre un produit du commerce. 
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plusieurs atomes ou groupes identiques ou differents choisis parmi les atomes d'halogene et 
les groupes alkyl ou alkoxy, de preference de 1 k 3 atomes de carbone. 

Un derive de polysaccharide selon ^invention est generalement obtenu par 
reticulation d'un d6riv6 de polysaccharide de depart depose sur un support organique ou 
5 mineral ou a l'etat pur sous forme de microbilles ou de feuilles. 

Un derive de polysaccharide reticule selon l'invention est generalement obtenu sur un 
support comme suit : 

a) dissolution dans un solvant organique approprie du derive de polysaccharide a reticuler 
et d'un reactif capable de reagir avec au moins deux fonctions alcool residuelles libres 

0 dudit derive, impregnation du support chromatographique, evaporation du solvant, 
chauffage a sec entre 80 et 150°C pendant 1 a 2 heures et terminer par un lavage avec 
du chlorofonne a reflux et de l'acetone a temperature ambiante. 

ou : 

b) dissolution dans un solvant organique approprie du derive de polysaccharide a reticuler 
5 et d'un reactif capable de reagir avec au moins deux fonctions alcool residuelles libres 

du derive de polysaccharide, impregnation du support chromatographique, Evaporation 
du solvant, dispersion du produit obtenu dans un non solvant du derive de 
polysaccharide tel que l'heptane, chauffage a reflux de 10 a 20 heurs, filtrer et terminer 
par un lavage avec du chloroforme a reflux et de P acetone a temperature ambiante. 
0 Un derive de polysaccharide reticule selon V invention est generalement obtenu a 

l'etat pur comme suit : 

a) impregnation du derive de polysaccharide a reticuler sous forme de microbilles ou 
feuilles avec une solution, dans un non solvant dudit derive tel que l'heptane, d'un 
reactif capable de reagir avec au moins deux fonctions alcool residuelles libres du 

5 derive de polysaccharide, evaporation du solvant, chauffage a sec entre 80 et 150°C 
pendant 1 a 2 heures et terminer par un lavage avec du chloroforme a reflux et de 
P acetone a temperature ambiante. 

ou : 

b) impregnation du derive de polysaccharide k reticuler sous forme de microbilles ou 
) feuilles avec une solution, dans un non solvant dudit derive tel que Fheptane, d'un 

reactif capable de reagir avec au moins deux fonctions alcool residuelles libres du 
derive de polysaccharide, chauffage a reflux pendant 10 a 20 heures et terminer par un 
lavage avec du chloroforme k reflux et de Pac£tone k temperature ambiante. 
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Lorsque le derive de polysaccharide est r6ticu!6 selon 1* invention sur un support, 
celui-ci est de preference la silice, la silice modifiee, Palumine, Poxyde de titane, Poxyde 
de zirconium, le graphite ou des materiaux comme le papier ou d'autres macromolecules 
naturelles ou synthetiques. 
5 Les deriv6s de polysaccharides reticules et insolubilises selon Pinvention sont utiles 

pour la separation d'un produit chimique d'un melange, le dedoublement de composes 
racemiques et plus gen6ralement la separation de composes chiraux. Les methodes utilisees 
pour ce faire sont essentiellement chromatographiques ou par diffusion enantioselective au 
travers d'une membrane. 
10 Les derives de polysaccharides reticules et insolubilises sur un support ou a Petat pur 

selon Pinvention constituent des phases stationnaires chirales pour la chromatographic sur 
colonne ou sur couche mince, utiles pour la separation d'un produit chimique d'un 
melange, le dedoublement de composes racemiques et plus g6neralement la separation de 
composes chiraux. 

15 

Exemple 1 : 

2,6 grammes de silice de diametre des particules 5 nm et de porosite 100 angstroms sont 
introduits dans un ballon renfermant une solution de 0,5 gramme de triacetylcellulose 
commercialisee par la soctete Fiuka de masse molaire 37000 et dont le degre de substitution 

20 est de 2,48 et 0,4 gramme d'anhydride diacetyltartrique dans 50 mL de pyridine. Laisser 
sous agitation pendant quelques minutes et evaporer lentement le solvant sous pression 
reduite a environ 60°C. Chauffer a sec a 120°C pendant 1,5 heure. Laisser refroidir et 
reprendre par 50 mL de chloroforme sous agitation magn&ique a la temperature ambiante 
pendant 2 heures et terminer en portant a reflux pendant 2 heures. Filtrer sur verre fritte, 

25 laver sur filtre d'abord avec du chloroforme puis avec de P acetone. Secher ; on obtient 
environ 3 grammes de support. Analyse centesimale : C 10,19%. Si cette silice est ensuite 
iavee de nouveau avec de la pyridine a la temperature ambiante pendant 2,5 heures sous 
agitation magnetique, filtree et lav6e sur filtre avec du chloroforme et de Pother di&hylique, 
Panalyse centesimale indique alors 9,60% de carbone, 

30 

Exemple 2 : 

On proc6de comme dans Pexemple 1 mais en partant d'une y-aminopropylsilice (analyse 
centesimale : C 5,35%, H 1,68% et N 1,88%) obtenue a partir de la mdme silice vierge que 
celle utilis6e dans Pexemple 1. Analyses centesimales : avant lavage avec de la pyridine 
35 %C =14,62 ; apres lavage avec de la pyridine %C=12,55. 

03085000A1 JA> 
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On note k partir de ces deux exemplcs : 

- Que le derive de polysaccharide, en roccuirence un produit commercial, a bien 6te 
rendu insoluble dans des solvants 6nergique$ tels que le chloroforms £ ebullition et 
Fac6tone par une reaction de reticulation. 

* Que si Ton tient compte du pourcentage de carbone dans la silice aminopropyle de 
depart, le taux de fixation du d£riv6 de cellulose sur lc support est sensiblement lc 
meme sur ramioopropylsilicc que sur la silice vierge. II est done raisonnable de 
penser que Pinsolubilisation du derive de polysaccharide est bien due esscntiellement 
a la. reticulation de ses chajhes. 

Exernple 3 : 

2,6 grammes de silice spheriquc (diametre des paxticuies 5 jwn, porosjtc 100 A, 
commercialize sous la marque Nucleosil® par la $oci6te Macherey-Nagel) et desactjLvee par 
action de Fhexamethyldisilazane selon EP 0 738 284 Bl, sont introduits dans un ballon 
reufeixnaot une solution de 0,55 gramme de tris(3,5-dimethyph6nyl)cellulo$e prepare selon les 
methodes decrites dans la litterature a partir d'une cellulose Avicel® et dont le degre de 
substitution caieul6 a partir de son analyse ccntesimale est 2,83 et 0,4 gramme de 1,6- 
diisocyanohexane dans un melange de 5 raL de pyridine et 35 mL de chloroforme. Laisscr 
sous agitation magnetique pendant quelques minutes et 6vaporer lentement le solvent sous 
pression reduite a environ 60°C. Chauffer a. sec le solide obtenu & 150°C pendant 2 heure$. 
Laisser refroidir ct reprendre par 50 mL de chloroforme sous agitation magnetique a la 
temperature ambiante pendant environ 2 heures et texminer en portant a reflux pendant 2 
heures. Filtrer sur vecre fiitte, laver sur filtre d'abord avec du chlorofoirae puis avec de 
V acetone. S6cher; on obtient environ 3 grammes de support Analyse centdsimale: C 18,93 
% ; H 2,73% ; N 2,73%. 

Exemple 4 : 

On proc^de ici avec les mSmes pjnoduits et proportions que dans Texemple 3 jusqu'i isolation 
de la silice impregnee du derive de cellulose et du diisocyauate a Tetat sec, Disperser le solide 
obtenu dans 50 mL de n-heptane contenant 0,5 mL de pyridine ct 0,3 mL de 1,6- 
diisocyanohexane et chauffer a reflux pendant 20 heures. Filtrer et reprendre le solide dans 50 
mL de chloroforme sous agitation magnetique a la temperature ambiaixte pendant 2 heures et 
terminer en portant a reflux pendant 2 heures. Filtrer sur voire firitte, laver sur filtre d'abord 
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wee du chlorofonne puis avec de Tacetone. Sccher; on obtient environ 3 grammes de 
support. Analyse centesimaje : C 17,08 % ; H 2,40% ; N 2,23%. 

Exemples duplication : 

Deux colonnes chromatographiques de dimensions 1SxO,4<5 cm remplies avee les 
3hase$ stationnaires preparees selon, les exemples 3 et 4 ont donne les resultats figurant dans 
e tableau ci-dessous. L'iluant est un melange de n-heptane et 2-propanol dans les proportions 
) : 1 (vo)ume : volume) et le flux de 1 mL/min. k*i facteur de capacite de l'finantiomere 
slue en premier ; a = facteur de selectivity ; Rs = facteur de resolution. 



Compose racerjoique 


Selon exemple 3 


Selon exemple 4 




a 


Rs 


k'i 


a 


Rs 


HO^.CF 3 


2,10 


ipn 


2,10 


2,49 


2,05 


2,65 


trifluoroanthryl6thaxio I 














ccoo 


2,17 


1,78 


1,51 


2,49 


2,21 


2,50 


OH L^CHj 














warfarine o 
















2,62 


1,37 


0,97 


2,75 


1,40 


1,54 


benzoine 
















0,65 


1,78 


1,58 


0,79 


1,49 


1,56 


o 














1 rrww-stilbene oxyde 
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II 

REVENDICATIONS 

1. Derive de polysaccharide reticule caracterise en ce que sa reticulation se fait par 
les fonctions alcool libres residuelles toujours presentes dans tout derive de 

5 polysaccharide, qu'il soit du commerce ou prepare sans contrainte particuliere 

par les methodes classiques decrites dans la litterature chimique. 

2. Derive de polysaccharide reticule selon la revendication 1 caracterise en ce qu'il 
s'agit d'un derive de cellulose, d'amylose, d'amylopectine ou de chitosan. 

3. Derive de polysaccharide reticule selon la revendication 1 caracterise en ce que 
1° les substituants portes par ses unites glucose sont des groupements ester -O-CO 

R ou des groupements carbamate -O-CO-NH-R ou des groupements ester et 
carbamate 

4. Derive de polysaccharide reticule selon la revendication 1 caracterise en ce que 
le symbole R des groupements ester -O-CO-R et carbamate -O-CO-NH-R 

15 portes par ses unites glucose represente un groupe alkyle ou aryle ou arylalkyle 

ou alkylaryle dans lesquels les chaines alkyle, de 1 a 6 atomes de carbone, 
peuvent etre lin^aires ou ramifiees et les noyaux benz^niques substitues ou non 
par un ou plusieurs atomes ou groupes identiques ou differents choisis parmi les 
atomes d'halogene et les groupes alkyl ou alkoxy de 1 a 3 atomes de carbone. 

20 5. Phase stationnaire chirale utile pour la separation d'isom^res optiques et 
notamment le dedoublement de composes racemiques par les techniques 
chromatographiques, caracterisee en ce que le selecteur chiral est un derive de 
polysaccharide selon la revendication 1 reticule sur un support. 

6. Phase stationnaire chirale utile pour la separation d'isomeres optiques et 
25 notamment le dedoublement de composes racemiques par les techniques 

chromatographiques caracterisee en ce que le selecteur chiral est un derive de 
polysaccharide selon la revendication 1 reticule a Petat pur. 

7. Phase stationnaire chirale utile pour la separation de composes chiraux par 
chromatographic selon la revendication 5 caracterisee en ce que le support est 

30 choisi parmi la silice, la silice inactiv6e, Palumine, Poxyde de zirconium, le 

graphite ou des mat6riaux comme le papier ou d'autres macromolecules 
naturelles ou synthetiques. 

8. Phase stationnaire chirale utile pour la separation de composes chiraux par 
chromatographic selon la revendication 6 caracterisee en ce que le derive de 

35 polysaccharide est utilise sous forme de microbiiles. 
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9. Methode d'obtention d'un derive de polysaccharide reticule selon la 
revendication 1 caract&ris6e en ce que la reaction de reticulation sur un support 
se fait selon : 

a) dissolution dans un solvant organique approprie du derive de polysaccharide a 
reticuler et d'un reactif capable de reagir avec au moins deux fonctions alcool 
residuelles libres du derive de polysaccharide, impregnation du support 
chromatographique, evaporation du solvant sous pression reduite vers 60°C, 
chauffage a sec entre 80 et 150°C pendant 1 a 2 heures et terminer par un lavage 
avec du chlorofonne a reflux et de Tacetone a temperature ambiante. 

ou : 

b) dissolution dans un solvant organique approprie du derive de polysaccharide a 
reticuler et d'un reactif capable de reagir avec au moins deux fonctions alcool 
residuelles libres du derive de polysaccharide, impregnation du support 
chromatographique, evaporation du solvant sous pression reduite vers 60°C, 
disperser le produit dans un solvant dans lequel le derive de polysaccharide n'est 
pas soluble tel que l'heptane, chauffer & reflux de 10 a 20 heurs, filtrer et 
terminer par un lavage avec du chlorofonne a reflux et de Pacetone a 
temperature ambiante. 

10. Methode d'obtention d'un derive de polysaccharide reticule selon la 
revendication 1 caracterisee en ce que la reaction de reticulation d Tetat pur se 
fait selon : 

a) impregnation du polysaccharide & reticuler sous forme de microbilles ou feuilles 
avec un reactif capable de reagir avec au moins deux fonctions alcool residuelles 
libres du derive de polysaccharide en solution dans un solvant dans lequel ledit 
derive n'est pas soluble tel que l'heptane, evaporation du solvant sous pression 
reduite vers 60°C, chauffage a sec entre 80 et 150°C pendant 1 a 2 heures et 
terminer par un lavage avec du chloroforme a reflux et de 1 'acetone a 
temperature ambiante. 

ou . 

b) impregnation du polysaccharide a reticuler sous forme de microbilles ou feuilles 
avec un reactif capable de reagir avec au moins deux fonctions alcool residuelles 
libres du derive de polysaccharide en solution dans un solvant dans lequel ledit 
derive n'est pas soluble tel que l'heptane, chauffage k reflux pendant 10 a 20 
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heures et terminer par un lavage du deriv6 de polysaccharide r6ticul6 avec du 
chloroforme a reflux et de r acetone & temperature ambiante. 

11. Phase stationnaire chirale utile pour la separation de composes chiraux par 
chromatographic preparee selon la revendication 9 caract6ris6e en ce que le 

5 derive de polysaccharide reticule sur un support, organique ou mineral, est un 

ester ou un carbamate ou a la fois ester et carbamate de cellulose, d'amylose, 
d'amylopectine ou de chitosan. 

12. Phase stationnaire chirale utile pour la separation de composes chiraux par 
chromatographic preparee selon la revendication 10 caracterisee en ce qu le 

10 derive de polysaccharide reticule sous forme de microbilles est un ester ou un 

carbamate ou a la fois ester et carbamate de cellulose, d'amylose, 
d'amylopectine ou de chitosan. 

13. Methode d'obtention d'un d6riv6 de polysaccharide reticule selon les 
revendications 9 et 10 caracterisee en ce que le reactif de reticulation est un 

15 anhydride ou un chlorure de diacide, un diacide, un diisocyanate ou un 

diepoxyde. 

14. Membrane chirale utile pour la separation d'isomeres optiques et notamment le 
dedoublement de composes racemiques, caracterisee en ce qu'elle est constitute 
d'un derivd de polysaccharide reticule selon la revendication 10, 

20 
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SB <^ 7 ) Abstract: The invention concerns crosslinked polysaccharide derivatives on a support or not, insoluble in organic solvents with 
high dissolving power such as boiling chloroform, ethyl acetaLe or acetone. Said derivatives can be used as chiral stationary phases 
lor chromatography and cnantiosclcclivc membranes for separating cnaniiomcrs. This is obtained simply from any polysaccharide 
^ denvalive which can therefore consists a commercial product The crosslinking reaction is carried out by means or a poly functional 
. reagent which reacts with the residual free alcohol functions always present in any polysaccharide derivative. The reaction can be 
^ performed either by oven dry process at 80 150 °C or by reflux of a non-solvent of the polysaccharide derivative to be crosslinked 
^ such as heptane. The results of the stationary phases prepared in accordance with the invention exhibit good enantiosclectivitv in the 
^ splitting of raccmic compounds by liquid chromatography. 

(57) Abrege : Derives de polysaccharides rCticulds sur un support ou a Petal pur, insolubles dans les solvants organiques dc grand 
0 pouvoir dissolvam tcls que 1c chloroformc a ebullition, I'acetatc d'eThyle ou Facctonc. lis peuvent ctrc utilises comme phases sla- 
^ lionnaircs chiralcs pour la chromatographic el membranes enantiosdleclives pour la separation d'dnanliomcres. Ce resullat s'obiicm 
0 tres supplement a panir d'un quelconquc derive dc polysaccharide qui pcul done etrc un produit du commerce. La reaction de reli- 

Oculation est rcaliscc au moyen dun reaclif polyfonclionncl qui rcagil avec les fonctions alcool librcs r&iducllcs loujours prcscntes 
dans tout derive dc polysaccharide. La reaction neul sc faire soil a sec a Fdtuvc a 80 • 1 50°C soil a rcdux d un non solvant du derive 
^ dc polysaccharide a rCticulcr tcl que I* heptane. Les resuliats des phases stalionnaires prcparccs selon le brevet monlrcnt unc bonne 
+^ cnantioselectivilc dans lc dddoublcmcnt dc compose* raccmiqucs par chromatographic liquidc. 
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Derives de polysaccharides reticules sur un support et leur mode d'obtention. 

La presente invention concerne des derives de polysaccharides reticules sur un 
support ou a T6tat pur, leur preparation et leur utilisation pour la separation de produits 
5 actifs a la lumiere polaris6e et notamment le dedoublement de composes racemiques. Les 
derives de polysaccharides de F invention sont insolubles dans des solvants organiques de 
grand pouvoir dissolvant tels que le chloroforme a ebullition, le toluene, r acetate d'ethyle 
ou P acetone. Ce resultat est obtenu d'une maniere extremement simple par reticulation d'un 
banal derive de polysaccharide prepare par les methodes decrites dans la litterature 

10 chimique sans contrainte particuliere. 

Dans le domaine des medicaments et des produits a usage agricole, l'activite d'un 
compose chiral peut etre tres differente selon les stereoisomeres. Par exemple, il est connu 
que P utilisation d'un medicament sous sa forme racemique peut avoir des consequences 
dramatiques. D'ou la necessity de s^parer les enantiomeres des composes racemiques. 

15 Si le dedoublement des composes racemiques se fait souvent par cristallisation de 

diastereoisom£res, les techniques chromatographiques sur support chiral connaissent depuis 
une vingtaine d'annees un grand essor justifie par leur grande efficacite et la possibility de 
separer directement les enantiomeres sans traitement prealable. 

S'il existe actuellement un grand choix de supports chiraux pour dedoubler par 

20 chromatographie un compose racemique £ Tdchelle analytique, il n'en est pas de meme a 
Techelle preparative. Dans ce dernier cas, ce sont essentieliement des supports dont le 
s^lecteur chiral est un derive de polysaccharide qui sont utilises. 

La cellulose en 1948 (C. E. Dent, Biochem. J. 43 (1948) 109) puis d'autres 
polysaccharides natifs ont ete utilises pour le dedoublement de composes racemiques. Leur 

25 enantioselectivite est cependant mediocre et en 1973 G. Hesse et R. Hagel 
(Chromatographia 6 (1973) 277) ont montre qu'un derive de polysaccharide, en 
Toccurrence le triacetate de cellulose, conduisait a un support chiral plus enantioseiectif 
que le polysaccharide non derivatise. 

Les derives de polysaccharides purs presentent quelques inconvenients lorsqu'ils 

30 sont utilises comme support chiral dans une colonne chromatographique. II s'agit 
principalement de leurs mauvaises propri6tes mecaniques et leur gonflement par les 
solvants. Ces inconvenients sont devenus redhibitoires avec la generalisation de la 
chromatographie liquide haute performance qui requiert Peraploi de colonnes soxis 
pression. 
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En 1984 Y. Okamoto eta/. (EP 0 281 951 Al ; J. Am. Chem. Soc. 106 (1984) 5357) 
ont decrit des phases stationnaires chirales constitutes de derives de cellulose et d'amylose 
et notamment des triphenylcarbamates deposes sur de la silice macroporeuse. Ces phases 
stationnaires ont ttt commercialistes avec un grand succts. Elles prtsentent cependant un 
5 inconvenient majeur : la solubilite du derive de polysaccharide dans de nombreux solvants 
habituels en chromatographie, ce qui oblige a n'utiliser comme eluants que des solvants 
compatibles avec la stabilite des phases stationnaires : des hydrocarbures tels que Fhexane 
et des alcools k petit nombre d'atomes de carbone. Or, dans le domaine des medicaments 
qui est le champ d'application le plus vaste de la chromatographie chirale, de nombreux 

10 composts racemiques a dedoubler sont tres peu solubles dans les solvants compatibles avec 
la stabilite des phases stationnaires dans lesquelles le derive de polysaccharide est 
simplement depose sur un support. Cela oblige a injecter dans la colonne 
chromatographique des solutions tres dilutes du compose racemique a dedoubler et done a 
utiliser de grandes quantites de solvant. Toutes ces contraintes font que les phases 

15 stationnaires selon P invention EP 0 281 951 Al sont maintenant concurrencies par de 
nouveaux supports chromatographiques fixes au support et de grande stabilite face a des 
solvants organiques de grand pouvoir dissolvant. 

Curieusement, alors que la reticulation et Pinsolubilisation de la cellulose 
substitute par des groupements particuliers ttait connue depuis des dtcennies (USP 1 973 

20 493 (1934), USP 2 396 165 (1946)), ce n'est qu'd partir de 1987 que Ton voit paraitre des 
articles qui decrivent Pobtention de phases stationnaires pour la chromatographie 
constitutes de derivts de polysaccharides fixes sur un support que ce soit par liaison 
chimique ou par reticulation. 

Y. Okamoto et al (EP 0 155 637 A2 (1985), J. Liq. Chromatogr. 10 (1987) 1613) 

25 dtposent d'abord sur une y -aminopropylsilice de la cellulose tritylte. Suit Phydrolyse des 
groupes trityle ce qui a pour objet de regentrer la cellulose a la surface de la silice. Cela 
fait, la cellulose est ensuite fixte au support a Taide d'un diisocyanate qui rtagit avec les 
fonctions alcool de la cellulose et la fonction amine de la silice modifite. Le polysaccharide 
ainsi fixt au support est enfin traitt par un phtnylisocyanate qui vient reagir avec ses 

30 groupes -OH. Cette mtthode est longue et ne permet pas un controle aist des diverses 
etapes et rtactions mises en oeuvre. 

En 1994 K. Kimata et al. (USP 5 302 633) fixenl sur de la silice un dtrivt de 
polysaccharide par reticulation d'une part et par liaison chimique d' autre part. Le derive de 
polysaccharide est le tris(4-vinylbenzoyl)cellulose dont la double liaison carbone-carbone 
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permet soit la reticulation du derive de polysaccharide sur le support, soit la 
copolym6risation avec de la silice si celle-ci porte elle-m§me une double liaison activee. 
Cette methode de fixation d'un derive de polysaccharide sur un support pr6sente deux 
inconv^nients. D'abord, le groupe que Ton souhaite fixer sur le polysaccharide peut etre 
5 d'accds difficile par le fait de la presence obligatoire d'une double liaison activee dans sa 
molecule. Ensuite, le grand nombre de doubles liaisons activees portees par le derive de 
polysaccharide fait que les points de reticulation ou de fixation au support seront nombreux 
ce qui affecte la structure secondaire du derive polysaccharidique. Or, il est connu que cela 
nuit aux performances de la phase stationnaire. 

10 En 1994 L. Oliveros et al. (EP 0 738 284 Bl (1995), J. Liq. Chromatogr. 18 (1995) 

1521) decrivent la preparation de phases stationnaires dont le selecteur chiral est un derive 
polysaccharidique qui presente T original ite d'etre substitue par deux groupes differents : 
Tun selectionne pour les qualites enantioselectives qu'il confere au polysaccharide qui le 
porte, i'autre, en petite proportion et qui renferme une double liaison carbone-carbone 

15 aliphatique non activee, est destine k la fixation du derive de polysaccharide sur le support. 
Cette fixation peut se faire par copolymerisation entre ledit derive et le support si celui-ci 
est fonctionnalise comrae par exemple I'allylsilice ou encore par reticulation de ce meme 
derive sur des supports inertes tels que la silice vierge, 1'alumine, le graphite, etc. 
L' importance de la reticulation peut ici etre controlee par le nombre de groupes destines a 

20 la fixation que Ton introduit dans la chaine du polysaccharide. L'avantage des modes de 
fixation du derive de polysaccharide decrits ici, reticulation a la surface du support et 
liaison chimique au support, est leur grande faciiite de mise en oeuvre comparativement 
aux publications anterieures. 

En 1994 T. Murakami et al. (EP 0 656 333 Al) decrivent un mode de reticulation 

25 regioselective d'un derive de polysaccharide a la surface d'une silice inactivee. Cette 
publication revendique de maniere generate les phases stationnaires dont le selecteur chiral 
est un derive de polysaccharide reticule sur un support. Cependant, aucune indication n'est 
donn6e quant aux preparations, caracteristiques et proprietes de telles phases stationnaires 
chirales excepte dans un cas particulier dont Toriginaiite est que la reticulation du derive de 

30 polysaccharide se fait de maniere regioselective par la fonction alcool primaire en position 
6 des unites glucose dudit derive. Des trois exemples donn6s, deux concernent la 
reticulation regioselective par la position 6 des unites glucose de la cellulose, Tun est 
original et Tautre selon I'une des premieres publications sur le sujet citee plus haut (EP 0 
155 637 A2). Le troisieme est un simple depdt de tris(3,5-dimethylphenylcarbamate) de 
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cellulose sur un support comme dans la publication egalement citee plus haut (EP 0 281 
951 Al), le support etant ici I'aminopropylsilice. Les phases stationnaires chirales decrites 
ici presentent 1* inconvenient de necessiter un grand nombre d' Stapes pour leur preparation 
et en particulier une deuxieme reaction de derivatisation des fonctions alcool encore libres 

5 sur le derive de polysaccharide apres sa reticulation. Enfin, les resultats 
chromatographiques presentes montrent que l'enantioselectivite de telles phases 
stationnaires peut diminuer sensiblement et raerae s'annuler quand elles sont lavees avec 
des solvants organiques a grand pouvoir dissolvant ce qui indique une certaine instabilite. 

En 1996 N. Enamoto et al, (Anal Chem. 68 (1996) 2798) fixent sur de la silice et 

10 par deux methodes differentes de Tamylose obtenue par polymerisation enzymatique d'un 
nombre determine d'unit6s d'oc-D-glucose-l-phosphate. Cette amylose, fixee au support, 
est traitee par le 3 5 5-dim^thylphenylisocyanate ce qui conduit au support 
chromatographique recherche. Les bonnes performances de ces phases stationnaires 
peuvent s'expliquer par la grande liberte conformationneile de la chaine du derive 

15 d'amylose qui n'est fixe au support que par une de ses extremites. Une difficulte majeure 
de cette methode est la polymerisation enzymatique des unites glucose et qui plus est ne 
peut conduire qu'a Tamylose. 

En 1996 et 1997, E. Francotte et al. decrivent trois methodes pour fixer des derives 
de polysaccharides sur des supports. Dans la premiere (WO 96/27615) le derive de 

20 polysaccharide portant un groupe photopolymerisable est depose sur de la silice puis irradie 
avec une lampe a vapeur de mercure pendant environ 16 heures ce qui provoque sa 
reticulation. Dans la seconde (WO 97/04011) le derive de polysaccharide ne porte plus de 
groupe photopolymerisable. Comme precedemment, le derive de polysaccharide est depose 
sur le support et reticule par irradiation ultravioiette pendant environ 20 heures. Dans la 

25 troisi£me (WO 97/49733) le d£riv£ de polysaccharide et un initiateur de radicaux libres 
(ra,a'-azobisisobutyronitrile ou AIBN) sont deposes sur le support puis chauffes a sec a 
120°C pendant plusieurs heures. II n'est pas dit, dans ces deux demidres publications, 
comment le derive de polysaccharide se fixe au support. Probablement que cela resulte de 
reactions de reticulation entre les chaines du derive de polysaccharide par 1' intermediate de 

30 radicaux libres formes par action du rayonnement ultraviolet, de la chaleur et de V initiateur 
de radicaux libres utilise en tr£s grande quantite puisque sa proportion par rapport au derive 
de polysaccharide est en general dans le rapport 1/1. 

Dans ces trois methodes de reticulation de E. Francotte, on note, outre des temps de 
reaction tres longs, que les quantites de solvant utilisees par rapport & la quantite de phase 
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stationnaire traitee sont tres importantes. En outre, chacune d'elles necessite une 
contraignante extraction au soxhlet de piusieurs heures afin d'eliminer le derive de 
polysaccharide non fixe au support. Enfin, 1' utilisation de Ta,a 5 -azobisisobutyronitrile, en 
de si grandes proportions a Techelle industrielle et avec d 7 importantes variations de 
5 temperature, n'est pas sans risques si on consid^re T instability de cet initiateur de radicaux 
libres. 

En 1998 R. Duval et al (BP 0 864 586 A2) decrivent la preparation de silices 
greffees de derives polysaccharidiques mais les exemples donnes ne different de ceux des 
publications de L. Oliveros et al, dont une est citee plus haut, que par la presence d'un pont 

10 oxygene dans la chaine du substituant destind a la fixation desdits derives. 

L' importance de phases stationnaires chirales pour le dedoublement de composes 
racemiques a Techelle preparative est toujours grande. De nouvelles methodes ou 
techniques chromatographiques comme par exemple celle dite a lit mobile simule (ou SMB 
de simulating mobil bed) sont aptes a produire d' importantes quantites d'enantiomeres 

15 optiquement purs a partir d'un compost racemique. Pour ce faire, il est souhaitable que les 
phases stationnaires chirales utilisees presentent une grande capacite, soient 
particulierement stables et supportent toutes sortes de solvants afin de travailler aux 
conditions optimales sans contraintes autres que celles propres a la separation elle-meme. 
Or, la capacite et Penantioselectivite des phases stationnaires dont le selecteur chiral est un 

20 derive de polysaccharide sont grandes. II s'ensuit que la recherche de phases stationnaires 
de ce type, stables et d'obtention aisee, est toujours d'actualite. 

Une iongue experience sur le sujet a permis a Tauteur de cette invention de realiser 
Tinsolubilisation d'un derive de polysaccharide sur un support ou a 1'etat pur et ainsi 
obtenir des phases stationnaires chirales pour la chromatographic avec une extreme facility 

25 et stables face aux solvants organiques de grand pouvoir dissolvant. 

Cette invention met a profit les fonctions alcool libres r6siduelles toujours presentes 
dans tout derive de polysaccharide, qu'il soit du commerce ou prepare sans contrainte 
particuii^re par les methodes classiques decrites dans la litterature chimique. Ces fonctions 
alcool libres r6siduelles se sont averees suffisantes et surtout accessibles a divers rdactifs 

30 bifonctionnels qui provoquent la reticulation et Tinsolubilisation du derive de 
polysaccharide. 

Un derive de polysaccharide selon la pr6sente invention, insoluble dans des solvants 
organiques de grand pouvoir dissolvant tels le chloroforme a ebullition, le toluene, Pac&ate 
d'^thyle ou Tacetone, est le produit resultant de Taction d'un reactif bifonctionnel sur les 
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fonctions alcool libres residuelles portees par un derive de polysaccharide de depart qui, lui, 
est soluble dans ces memes solvants. 

Un derive de polysaccharide reticule sur un support ou a l'&at pur selon r invention 
pr&ente, outre sa facilite de preparation, d'autres avantages comme par exemple : 
5 - La reticulation du derive de polysaccharide est dissociee de sa preparation. 

- Le derive de polysaccharide de depart peut etre un produit du commerce. 

Le reactif de reticulation porte ou est capable de dormer naissance a au moins deux 
fonctions susceptibles de rdagir avec les fonctions libres residuelles du derive de 
polysaccharide que Ton souhaite reticuler. II peut etre represents par les formules generates 
10 Iaoulb: 

la lb O 

Dans lesqueiles : 

a) Les symboles X et Y, identiques ou differents, representent chacun une fonction 
capable de reagir avec des groupes OH libres d'un derive de polysaccharide. De 

15 preference X et Y representent les groupes fonctionnels suivants : -N=00 ou - 

S0 2 C1 ou -COCl ou -C0 2 H ou epoxyde. 

b) Le symbole A est un groupe alkyle ou un groupe aryle ou un groupe arylalkyle ou 
un groupe aikylaryle pouvant porter des substituants identiques ou differents choisis 
parmi les atomes d'halogene, les groupes alkyle, les groupes alkoxy, les groupes 

20 acyl, les groupes ester. 

Les derives de polysaccharides destines a Stre reticules selon T invention ont un 
degre de polymerisation compris entire 5 et 2000 et de preference de 10 a 500. 

Generalement, les derives de polysaccharides selon Tinvention sont des derives de 
la cellulose, de Pamylose, du chitosan et de I'amylopectine. 
25 Les derives de polysaccharides destines & etre reticules selon I'invention peuvent 

6tre des produits du commerce ou prepares, sans contraintes particulieres, par les methodes 
classiques decrites dans la litterature chiraique. Leurs unites glucose portent des 
groupements ester -O-CO-R ou carbamate -O-CO-NH-R ou ester et carbamate. 

Le symbole R des groupements ester et carbamate portes par les d6riv6s de 
30 polysaccharide selon l'invention reprdsente un groupe alkyle ou aryle ou arylalkyle ou 
aikylaryle dans lesquels les chaines alkyle, de preference de 1 a 6 atomes de carbone, 
peuvent etre lin£aires ou ramifiees et les noyaux benz6niques substitues ou non par un ou 
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plusieurs atomes ou groupes identiques ou differents choisis parmi les atomes d'halog6ne et 
les groupes alkyl ou alkoxy, de preference de 1 a 3 atomes de carbone. 

Un derive de polysaccharide selon 1' invention est generalement obtenu par 
reticulation d'un derivE de polysaccharide de depart ddpose sur un support organique ou 
5 mineral ou a Petat pur sous forme de microbilles ou de feuilles. 

Un derive de polysaccharide reticule selon F invention est generalement obtenu sur un 
support comme suit : 

a) dissolution dans un solvant organique approprie du derive de polysaccharide a reticuler 
et d'un reactif capable de rdagir avec au moins deux fonctions alcool residuelles libres 

10 dudit derive, impregnation du support chromatographique, Evaporation du solvant, 
chauffage & sec entre 80 et 150°C pendant 1 a 2 heures et terminer par un lavage avec 
du chloroforme & reflux et de l'acetone a temperature ambiante. 

ou : 

b) dissolution dans un solvant organique approprie du derive de polysaccharide a reticuler 
15 et d'un reactif capable de rdagir avec au moins deux fonctions alcool residuelles libres 

du derive de polysaccharide, impregnation du support chromatographique, Evaporation 
du solvant, dispersion du produit obtenu dans un non solvant du derive de 
polysaccharide tei que Fheptane, chauffage a reflux de 10 a 20 heurs, filtrer et terminer 
par un lavage avec du chloroforme a reflux et de l'acetone a temperature ambiante. 
20 Un derive de polysaccharide reticule selon P invention est generalement obtenu a 

l'etat pur comme suit : 

a) impregnation du derive de polysaccharide a reticuler sous forme de microbilles ou 
feuilles avec une solution, dans un non solvant dudit derive tel que Fheptane, d'un 
reactif capable de reagir avec au moins deux fonctions alcool residuelles libres du 

25 derivE de polysaccharide, evaporation du solvant, chauffage a sec entre 80 et 150°C 
pendant 1 a 2 heures et terminer par un lavage avec du chloroforme a reflux et de 
FacEtone a temperature ambiante. 

ou : 

b) impregnation du derive de polysaccharide a reticuler sous forme de microbilles ou 
30 feuilles avec une solution, dans un non solvant dudit derive tel que Fheptane, d'un 

reactif capable de rEagir avec au moins deux fonctions alcool residuelles libres du 
derive de polysaccharide, chauffage a reflux pendant 10 & 20 heures et terminer par un 
lavage avec du chloroforme k reflux et de l'acetone a temperature ambiante. 
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Lorsque le derive de polysaccharide est reticule selon F invention sur un support, 
celui-ci est de preference la silice, la silice inodifiee, Falumine, Foxyde de titane, Foxyde 
de zirconium, le graphite ou des materiaux comme le papier ou d'autres macromolecules 
naturelles ou synthetiques. 
5 Les derives de polysaccharides reticules et insolubilises selon l'invention sont utiles 

pour la separation d'un produit chimique d'un melange, le dedoublement de composes 
racemiques et plus generalement la separation de composes chiraux. Les methodes utilises 
pour ce faire sont essentielleraent chromatographiques ou par diffusion enantioselective au 
travers d'une membrane. 
10 Les derives de polysaccharides reticules et insolubilises sur un support ou a Fetat pur 

selon F invention constituent des phases stationnaires chirales pour la chromatographie sur 
colonne ou sur couche mince, utiles pour la separation d'un produit chimique d'un 
melange, le dedoublement de composes racemiques et plus generalement la separation de 
composes chiraux. 

15 

Exemple 1 : 

2,6 grammes de silice de diametre des particules 5 ^im et de porosis 100 angstr6ms sont 
introduits dans un ballon renfermant une solution de 0,5 gramme de triacetylcellulose 
commercialisee par la societe Fluka de masse molaire 37000 et dont le degre de substitution 

20 est de 2,48 et 0,4 gramme d'anhydride diacetyltartrique dans 50 mL de pyridine. Laisser 
sous agitation pendant quelques minutes et evaporer lentement le solvant sous pression 
reduite a environ 60°C Chauffer a sec a 120°C pendant 1,5 heure. Laisser refroidir et 
reprendre par 50 mL de chloroforme sous agitation magnetique a la temperature ambiante 
pendant 2 heures et terminer en portant a reflux pendant 2 heures. Filtrer sur verre fritte, 

25 laver sur filtre d'abord avec du chloroforme puis avec de F acetone. S6cher ; on obtient 
environ 3 grammes de support. Analyse centesimale : C 10,19%, Si cette silice est ensuite 
lav6e de nouveau avec de la pyridine a la temperature ambiante pendant 2,5 heures sous 
agitation magnetique, filtree et lav6e sur filtre avec du chloroforme et de F6ther di&hylique, 
Fanalyse centesimale indique alors 9,60% de carbone. 

30 

Exemple 2 : 

On proc^de comme dans Fexemple 1 mais en partant d'une Y-aminopropylsilice (analyse 
centesimale : C 5,35%, H 1,68% et N 1,88%) obtenue a partir de la mSme silice vierge que 
celle utilis^e dans Fexemple 1. Analyses centesimales : avant lavage avec de la pyridine 
35 %C =14,62 ; apres lavage avec de la pyridine %012,55. 
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On note & partir de ces deux exemples : 

- Que le deriv^ de polysaccharide, en F occurrence un produit commercial, a bien 6te 
rendu insoluble dans des solvants energiques tels que le chloroforme a ebullition et 
F acetone par une reaction de reticulation. 

- Que si Fon tient compte du pourcentage de carbone dans la silice aminopropyle de 
depart, le taux de fixation du derive de cellulose sur le support est sensiblement le 
meme sur Faminopropylsilice que sur la silice vierge. II est done raisonnable de 
penser que Finsolubilisation du derive de polysaccharide est bien due 
essentiellement a la reticulation de ses chaines. 



Exemple 3 : 

2,6 grammes de silice de diam&re des particules 5 nm et de porosite 100 angstroms sont 
introduits dans un ballon renfermant une solution de 0,55 gramme de tris(3,5- 
dimethyph£nyl)cellulose prepare selon les m&hodes decrites dans la litterature a partir 

15 d'une cellulose Avicel® et dont le degr£ de substitution calcule a partir de son analyse 
centesimale est 2,83 et 0,4 gramme de 1,6-diisocyanohexane dans un melange de 5 mL de 
pyridine et 35 mL de chloroforme. Laisser sous agitation magnetique pendant quelques 
minutes et evaporer lentement le solvant sous pression reduite a environ 60°C. Chauffer a 
sec le solide obtenu k 150°C pendant 2 heures, Laisser refroidir et reprendre par 50 mL de 

20 chloroforme sous agitation magnetique a la temperature ambiante pendant environ 2 heures 
et terminer en portant k reflux pendant 2 heures. Filtrer sur verre fritte, laver sur filtre 
d'abord avec du chloroforme puis avec de F acetone. Secher ; on obtient environ 3 grammes 
de support. Analyse centesimale : C 18,93 % ; H 2,73% ; N 2,73%. 

25 Exemple 4 : 

On procede ici avec les memes produits et proportions que dans F exemple 3 jusqu'a 
isolation de la silice impr6gn6e du derive de cellulose et du diisocyanate & Fetat sec. 
Disperser le solide obtenu dans 50 mL de n-heptane contenant 0,5 mL de pyridine et 0,3 
mL de 1,6-diisocyanohexane et chauffer a reflux pendant 20 heures. Filtrer et reprendre le 
30 solide dans 50 mL de chloroforme sous agitation magnetique a la temperature ambiante 
pendant 2 heures et terminer en portant a reflux pendant 2 heures. Filtrer sur verre fritte, 
laver sur filtre d'abord avec du chloroforme puis avec de F acetone. Secher ; on obtient 
environ 3 grammes de support. Analyse centesimale : C 17,08 % ; H 2,40% ; N 2,23%. 

35 Exemples duplication : 
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Deux colonnes chromatographiques de dimensions 15x0,46 cm remplies avec les 
phases stationnaires preparees selon les exemples 3 et 4 ont donn6 les resultats figurant 
dans le tableau ci-dessous. L'eluant est un melange de n-heptane et 2-propanol dans les 
proportions 9 : 1 (volume : volume) et le flux de 1 mL/min. k'i = facteur de capacite de 
5 Tenantiomere elue en premier ; a = facteur de selectivity ; Rs - facteur de resolution. 
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REVENDICATIONS 

L Derive de polysaccharide reticule caracterise en ce que sa reticulation se fait par 
les fonctions alcool libres r^siduelles toujours presentes dans tout derive de 
5 polysaccharide, qu'il soit du commerce ou prepare sans contrainte particuliere 

par les methodes classiques d6crites dans la litterature chimique. 

2. Derive de polysaccharide reticule selon la revendication 1 caracterise en ce qu'il 
s'agit d'un derive de cellulose, d'amylose, d'amylopectine ou de chitosan, 

3. Derive de polysaccharide reticule selon la revendication 1 caracterise en ce que 
10 les substituants portes par ses unites glucose sont des groupements ester -O-CO 

R ou des groupements carbamate -OCO-NH-R ou des groupements ester et 
carbamate 

4. D6riv6 de polysaccharide reticule selon la revendication 1 caracterise en ce que 
le symbole R des groupements ester -OCOR et carbamate -O-CO-NH-R 

15 portes par ses unites glucose represente un groupe alkyle ou aryle ou arylalkyle 

ou alkylaryle dans lesquels les chaines alkyle, de 1 a 6 atomes de carbone, 
peuvent etre lindaires ou ramifiees et les noyaux benzeniques substitues ou non 
par un ou plusieurs atomes ou groupes identiques ou differents choisis parmi les 
atomes d'halogene et les groupes alkyl ou alkoxy de 1 & 3 atomes de carbone. 

20 5. Phase stationnaire chirale utile pour la separation d'isomeres optiques et 
notamment le d£doublement de composes racemiques par les techniques 
chromatographiques, caracterisee en ce que le selecteur chiral est un derive de 
polysaccharide selon la revendication 1 reticule sur un support 

6. Phase stationnaire chirale utile pour la sdparation d'isomeres optiques et 
25 notamment le dedoublement de composes racemiques par les techniques 

chromatographiques caracterisee en ce que le s&ecteur chiral est un d6riv£ de 
polysaccharide selon la revendication 1 reticule a T6tat pur. 

7. Phase stationnaire chirale utile pour la separation de composes chiraux par 
chromatographic selon la revendication 5 caracterisee en ce que le support est 

30 choisi parmi la silice, la silice inactivee, Talumine, Poxyde de zirconium, le 

graphite ou des materiaux comme le papier ou d'autres macromolecules 
naturelles ou synthetiques. 

8. Phase stationnaire chirale utile pour la separation de composes chiraux par 
chromatographic selon la revendication 6 caracterisee en ce que le derive de 

35 polysaccharide est utilise sous forme de microbilles. 



BNSDOCID: <WO 03085000A1 J . > 



WO 03/08500(1 PCT/FR03/01007 

12 

9. Methode d'obtention d'un derive de polysaccharide reticule selon la 
revendication 1 caractdrisee en ce que la reaction de reticulation sur un support 
se fait selon : 

a) dissolution dans un solvant organique approprte du derive de polysaccharide a 
5 reticuler et d'un reactif capable de reagir avec au moins deux fonctions alcool 

residuelles libres du derive de polysaccharide, impregnation du support 
chromatographique, evaporation du solvant sous pression reduite vers 60°C, 
chauffage a sec entre 80 et 150°C pendant 1 a 2 heures et terminer par un lavage 
avec du chloroforme a reflux et de Pacetone a temperature ambiante. 

10 ou : 

b) dissolution dans un solvant organique approprie du derive de polysaccharide & 
reticuler et d'un reactif capable de reagir avec au moins deux fonctions alcool 
residuelles libres du derive de polysaccharide, impregnation du support 
chromatographique, evaporation du solvant sous pression reduite vers 60°C, 

15 disperser le produit dans un solvant dans lequel le derive de polysaccharide n'est 

pas soluble tel que Pheptane, chauffer a reflux de 10 & 20 heurs, filtrer et 
terminer par un lavage avec du chloroforme a reflux et de Pacetone a 
temperature ambiante. 

10. Methode d'obtention d'un derive de polysaccharide reticule selon la 
20 revendication 1 caracterisee en ce que la reaction de reticulation a Petat pur se 

fait selon : 

a) impregnation du polysaccharide a reticuler sous forme de microbilles ou feuilles 
avec un reactif capable de reagir avec au moins deux fonctions alcool residuelles 
libres du derive de polysaccharide en solution dans un solvant dans lequel ledit 
25 derive n'est pas soluble tel que Pheptane, Evaporation du solvant sous pression 

reduite vers 60°C, chauffage A sec entre 80 et 150°C pendant 1 & 2 heures et 
terminer par un lavage avec du chloroforme a reflux et de Pacetone a 
temperature ambiante. 

ou : 

30 b) impregnation du polysaccharide a reticuler sous forme de microbilles ou feuilles 

avec un reactif capable de r£agir avec au moins deux fonctions alcool residuelles 
libres du derive de polysaccharide en solution dans un solvant dans lequel ledit 
derive n'est pas soluble tel que Pheptane, chauffage k reflux pendant 10 k 20 
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heures et terminer par un lavage du derive de polysaccharide reticule avec du 
chloroforme a reflux et de 1' acetone a temperature ambiante. 

11. Phase stationnaire chirale utile pour la separation de composes chiraux par 
chromatographic pr6par6e selon la revendication 9 caracterisee en ce que le 
derive de polysaccharide reticule sur un support, organique ou mineral, est un 
ester ou un carbamate ou a la fois ester et carbamate de cellulose, d'amylose, 
d'amylopectine ou de chitosan. 

12. Phase stationnaire chirale utile pour la separation de composes chiraux par 
chromatographic preparee selon la revendication 10 caracterisee en ce qu le 
derive de polysaccharide reticule sous forme de microbilles est un ester ou un 
carbamate ou a la fois ester et carbamate de cellulose, d'amylose, 
d'amylopectine ou de chitosan. 

13. Methode d'obtention d'un derive de polysaccharide r&icute selon les 
revendications 9 et 10 caracterisee en ce que le reactif de reticulation est un 
anhydride ou un chlorure de diacide, un diacide, un diisocyanate ou un 
diepoxyde. 

14. Membrane chirale utile pour la separation d'isomeres optiques et notamment le 
dedoublement de composes racemiques, caracterisee en ce qu'elle est constitute 
d'un d6riv6 de polysaccharide reticuld selon la revendication 10. 
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